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RESUMO

As bases moleculares que desencadeiam doencas neurodegenerativas como a Doenca de
Parkinson (DP), ainda ndo estdo totalmente compreendidas, mas, evidéncias indicam um
envolvimento do estresse oxidativo, altera¢cbes mitocondriais e apoptose. Spondias mombin L.
(Anacardiaceae), conhecida popularmente como cajazeira é uma espécie frutifera, encontrada
nas regides Norte e Nordeste do Brasil. Possui elevado teor de compostos fendlicos com
conhecida atividade antioxidante e anti-inflamatoria e € utilizada na medicina popular para
tratar doencas gastrintestinais e processos inflamatdrios. Nesse contexto, o objetivo do estudo
foi avaliar a capacidade de atenuacdo dos efeitos deletérios induzidos pela neurotoxina rotenona
(ROT) por meio do tratamento com o extrato hexanico das folhas de Spondias mombin (EHSm)
sobre parametros de estresse oxidativo, captacao de dopamina e comportamento em um modelo
experimental da DP induzida por ROT em peixe-zebra (Danio rerio). A identificacéo
fitoquimica do EHSm foi realizada por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia
de massa (CG-EM) e cromatografia liquida de alto desempenho com detec¢do de matriz de
diodo (CLAE-DAD). Além disso, analises antioxidante de DPPH, ABTS, CAT e poder redutor
foram determinadas in vitro. Para estabelecer a concentracdo letal mediana (CLso) de 96h, os
peixes-zebra foram expostos a seis diferentes concentracdes do EHSm (10 a 100 mg/L). Para
avaliacdo das atividades comportamentais (novel tank e claro/escuro), estresse oxidativo
(TBARS, grupamento SH, GSH, SOD, CAT, GST, O2- e NADPH) e captacdo de dopamina no
cérebro, peixes zebra adultos de ambos os sexos foram divididos em seis grupos (n= 20-
24/grupo) e tratados por 4 semanas, respectivamente. com DMSO 0,1% (veiculo - controle),
ROT (3 pg/L) e EHSm (5, 15 e 25 mg/L). Os resultados mostraram que a CG-EM identificou
principalmente os compostos ciclogalifaraol (13,88%) e dl-a-tocoferol (8,08%), enquanto os
resultados da CLAE-DAD indicaram a presenca majoritaria de quercetrina (6,54 mg/g) e rutina
(8,83 mg/g). Nos testes in vitro, a concentracdo inibitéria (Clso) do EHSm foram DPPH
(521,38+7,45 pg/mL, ABTS (1021,38+70,02 ng/mL), Capacidade Antioxidante Total
(1291,12+16,10 pg/mL) e poder redutor 1568,65+16,15 ng/mL. A CLso estimada em 96h para
o EHSm foi 58,42 mg/L. A rotenona induziu alteracbes nos parametros comportamentais
(reducdo na entrada e no tempo gasto na area superior do tanque), a qual foi revertida totalmente
pelo EHSm (25 mg/L). Nos pardmetros bioquimicos, 0 EHSm reverteu o aumento induzido
pela exposi¢do a rotenona nos valores de TBARS, tidis totais, producdo de O e NADPH
oxidase. Verificou-se também que os valores CAT, SOD e GSH aumentaram estatisticamente

e 0 EHSm (25 mg/L) foi capaz de restaurar a atividade de captagdo de dopamina desencadeada



pela ROT. Em conclusdo, o EHSm mitiga as respostas comportamentais e oxidativas da DP no
peixe-zebra. No entanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar 0 mecanismo preciso

subjacente aos efeitos do EHSm na DP induzida pela rotenona em peixes-zebra.

Palavras-chave: Rotenona. Doenga de Parkinson. Atividade Antioxidante. Peixe-Zebra.
Spondias mombin.



ABSTRACT

The molecular bases that trigger neurodegenerative diseases such as Parkinson's Disease (PD)
are not fully understood yet, however evidences indicate an involvement of oxidative stress,
mitochondrial changes and apoptosis. Spondias mombin L. (Anacardiaceae), popularly known
as “cajazeira”, is a fruit species found in the North and Northeast regions of Brazil. It has a
high content of phenolic compounds with known antioxidant and anti-inflammatory activity
and is used in folk medicine to treat gastrointestinal diseases and inflammatory processes. In
this context, the objective of the study was to evaluate the potential neuroprotective activity of
the hexane extract of the leaves of Spondias mombin (EHSm) on parameters of oxidative stress,
dopamine uptake and behavior in an experimental model of PD induced by rotenone (ROT) in
zebrafish. The phytochemical identification of the EHSm was performed through by gas
chromatography coupled with mass spectroscopy (GC-EM) and high performance liquid
chromatography with diode matrix detection (HPLC-DAD), in addition antioxidant analyzes as
DPPH, ABTS, CAT and reducing power were performed in vitro. In order to determine the
median lethal concentration (LCso) of 96h, zebrafish were exposed to six different
concentrations of EHSm (10 to 100 mg/L). For assessment of behavioral activities (novel tank
and light / dark), oxidative stress (TBARS, SH group, GSH, SOD, CAT, GST, O>"and NADPH)
and dopamine uptake in the brain, adult zebra fish of both sexes were divided into six groups
(n =20-24/group) and treated for 4 weeks with DMSO 0.1% (vehicle - control), ROT (3 pg/L)
and EHSm (5, 15 and 25 mg/L) respectively. The results showed that CG-EM mainly identified
the compounds cyclogalifaraol (13.88%) and dl-a-tocopherol (8.08%), while the results of
HPLC-DAD indicated the majority presence of quercetrin (6.54 mg/g) and rutin (8.83 mg/qg).
In the in vitro tests, the inhibitory concentration (ICso) of EHSm was DPPH (521.38+7.45
pg/mL, ABTS (1021.38+70.02 pg/mL), Total Antioxidant Capacity (1291.12+16.10 pg/mL)
and reducing power 1568.65 £ 16.15 pg/mL. The estimated LCsp in 96h for EHSm was 58.42
mg/L. Rotenone induced alteration (reduction in intake and time spent in the upper area of the
tank), which was completely reversed by EHSm (25 mg/L). In biochemical parameters, EHSm
reversed the increase induced by exposure to rotenone in TBARS, total thiols, O." and NADPH
oxidase production. Also, it was found that CAT, SOD and GSH values increased statistically,
and EHSm (25 mg/L) was able to restore the dopamine uptake activity triggered by ROT. In
conclusion, that EHSm mitigates the behavioral and oxidative responses of PD in zebrafish,
however, further studies are needed to elucidate the precise mechanism underlying the effects
of EHSm on PD induced by rotenone in zebrafish.



Keywords: Rotenone. Parkinson's Disease. Antioxidant Activity. Zebrafish. Spondias mombin.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma degeneracdo do sistema nervoso central de forma
progressiva e cronica, sendo a segunda doenca neurodegenerativa mais comum, seguida por
Alzheimer (NAGATSU et al., 2018). A fisiopatologia desta doenca é caracterizada pela perda
irreversivel dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra, parte compacta (SNpc), e por
acumulo de agregados proteicos citoplasmaticos, conhecidos por corpos de Lewy, nos
neurdnios remanescentes (CALNE, 2005). Clinicamente a DP € diagnosticada pela presenca de
sintomas motores como bradicinesia, ou seja, lentiddo dos movimentos voluntérios e
dificuldade em iniciar os movimentos, reducdo da quantidade de movimentos, também
chamada de acinesia, tremores de repouso, rigidez muscular, alteracdes de marcha e
instabilidade postural (WANG et al., 2015). Além disso, os sintomas motores s&o
acompanhados por sintomas autondmicos, cognitivos e psiquiatricos (SANTANGELO et al.,
2017). Dados epidemioldgicos demonstram que a incidéncia e a prevaléncia da DP aumentam
com o0 avanco da idade, ocorrendo em aproximadamente 1,5 a 2% das pessoas com mais de 65
anos (WANG et al., 2015).

A etiologia da DP ainda permanece elusiva, mas evidéncias crescentes indicam que a
causa € multifatorial, envolvendo predisposicdo genética, caracteristicas inatas do sistema
dopaminérgico nigrostriatal no cérebro, exposicdo a toxinas ambientais, fatores
imunoldgicos/inflamatorios, estresse oxidativo e envelhecimento (MOSLEY et al., 2012).

Atualmente, toxinas como a rotenona sao utilizadas como modelo experimental da DP,
no intuito de mimetizar uma ou mais caracteristicas da doenca e dessa forma contribuir para
elucidagdo das suas causas, e desenvolvimento de novas terapias. Nesse sentido, torna-se
importante a triagem de novas drogas em modelos experimentais in vivo, capazes de reverter
ou atenuar as manifestacGes dessa doenca.

O peixe-zebra (Danio rerio) tem sido amplamente utilizado como modelo animal para
estudos de distarbios neuroldgicos (KALUEFF et al., 2014). A atual popularidade do peixe-
zebra como um modelo de pesquisa complementar as abordagens existentes em roedores podem
ser explicadas devido ao baixo custo, curto periodo de reproducéo e semelhanca fisiol6gica com
os seres humanos (NUNES et al., 2017). Fendtipos parkinsonianos tém sido induzidos em
peixes-zebra por meio de manipulacdo genética ou toxinas dopaminérgica (FLINN et al., 2008;
CUl et al., 2013).

Num aspecto geral, 0 manejo dos sintomas da DP, sdo caracterizados por uma

combinacdo de medicamentos, terapias e ocasionalmente cirurgia. Os farmacos comumente
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empregados no tratamento da DP (precursores de dopamina — levodopa, anticolinérgicos —
biperideno, inibidores da monoamina oxidase tipo B — selegilina) agem atenuando os sintomas,
no entanto, ainda ndo ha tratamento que impeca a neurodegeneracéo.

O conhecimento da relacéo entre o estresse oxidativo e o desenvolvimento da DP, tem
despertado o interesse na utilizacdo de substéncias antioxidantes como novas abordagens
terapéuticas, complementares ou ndo. Nos ultimos anos, a busca por terapias derivadas de
produtos naturais tem crescido consideravelmente, devido ao baixo custo, facil obtencéo e
grande diversidade de metabdlitos secundarios encontrados em plantas. Assim, constituintes
naturais derivados de plantas medicinais possuem grande importancia, uma vez que esses
compostos geralmente possuem amplo espectro de atividades bioldgicas, como antioxidantes.

Spondias mombin L. familia Anacardiaceae, € uma espécie frutifera, nativa do Brasil,
encontrada principalmente nas regides norte e nordeste (TIBURSKI et al., 2011; CABRAL et
al., 2016). E uma planta conhecida popularmente como cajazeira, que produz frutos nutritivos
e de grande aceitacdo no mercado, sendo consumida in natura ou por meio de sucos, polpa,
sorvetes. Alguns estudos tém relatado diferentes compostos quimicos (acido fendlico,
carotenoides, acido anacardico e derivados fendlicos) de caja, que exibem diferentes
propriedades bioldgicas incluindo antibacteriana, antiviral, antioxidantes e gastroprotetora
(NWORU et al., 2011; CABRAL et al., 2016; BRITO et al., 2018; SCHIASSI et al., 2018).

Considerando o uso desta espécie na etnomedicina, como anti-inflamatério e
antioxidante e dados do nosso laboratério, que mostraram importante atividade
antiulcerogénica em ratos obtidas com o extrato hexanico de S. mombin (EHSm, 5, 10 e 20
mg/kg). Esse trabalho investigou se 0 EHSm poderia reverter ou atenuar as manifestaces
comportamentais e bioquimicas no modelo experimental da doenca de Parkinson induzida pela
neurotoxina rotenona (ROT) em peixe-zebra na perspectiva de encontrar um agente promissor,
que possa contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas contra doengas

neurodegenerativas, como o Parkinson, ou incrementar as terapias ja existentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE PARKINSON: ASPECTOS GERAIS

A doenga de Parkinson (DP), descrita inicialmente por James Parkinson em 1817, e por
ele denominada como “paralisia agitante”, ¢ um disturbio neurodegenerativo, de causa ainda
desconhecida, mas que afeta aproximadamente 0,3% da popula¢cdo mundial, e aumenta para 1,5
— 2,0% em pessoas com mais de 60 anos de idade (WANG et al., 2015). No Brasil, segundo o
instituto brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2000), existem aproximadamente 222 mil
parkinsonianos, configurando uma média de 2% dos brasileiros, acima dos 60 anos, acometidos
por essa patologia. Em geral, a doenca atinge idosos acima dos 50 anos de idade, embora ja
tenha sido diagnosticada em adultos jovens, abaixo dos 40 anos e adolescentes (DIAS et al.,
2016).

Patologicamente, a DP ¢é classicamente descrita como uma neurodenegeracdo
progressiva, caracterizada por tremor de repouso, rigidez muscular, reducdo dos movimentos e
instabilidade postural. Esses sintomas sdo ocasionados, principalmente, pela perda de neurénios
dopaminérgicos na SNpc e, suas progressdes para o nucleo caudado, levam a uma diminuicdo
substancial dos niveis de dopamina e seus metabdlitos, o acido homovanilico (HVA) e o &cido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) na via nigroestriatal (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003;
MOSLEY et al., 2012). Esses neurdnios projetam-se para 0 estriado e sua perda leva a
alteracbes na atividade dos circuitos neurais dentro dos ganglios da base que regulam o
movimento, em sintese uma inibicdo da via direta e excitacdo da via indireta. A via direta inicia
0 movimento e age na manutencdo do mesmo e, a via indireta inibe 0 movimento, assim, a
perda dessas células leva a um distdrbio motor, pois a comunicagédo entre o talamo e o cértex
cerebral fica prejudicada (BEJJANI et al., 1999). A neurodegeneracdo observada na DP ¢
associada, principalmente, aos neurénios dopaminérgicos, mas nao restrita a eles, uma vez que
0s neurdnios colinérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos também podem ser afetados. O
sistema adenosinérgico também foi associado a DP, devido a sua intera¢cdo com o sistema
dopaminérgico e seus efeitos sobre a funcdo motora (BRICHTA et al., 2013). Além da perda
neuronal, sdo encontrados precipitados proteicos citoplasmaticos, também chamados de corpos
de Lewy, constituidos principalmente pelas proteinas o- sinucleina, parkina e ubiquitina,
(Figura 1) predominantes no sistema nervoso (SN) locus coeruleus e em menor quantidade nos
neurdnios corticais (LAMOTTE et al., 2016). A formacdo de agregados proteicos de a-

sinucleina, resultam em disfuncdo neuronal, e, eventualmente morte celular. Além disso, o
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acumulo de a-sinucleina nos terminais sindpticos causa prejuizo na liberacdo de
neurotransmissores em neurénios dopaminérgicos, devido as alteracdes causadas na vesicula

sinaptica que impedem o reagrupamento das vesiculas de endocitose (NEMANI et al, 2010).

Figura 1 - Principais mecanismos patoldgicos na DP: (A) estrutura normal; 1(B) neurodegeneracdo da via
nigroestriatal e (C) presenca de corplsculos de Lewy intracitoplasmaticos. Adaptado de Dauer e Przedborski,
2003.
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A etiologia da DP ainda permanece elusiva, entretanto, fortes evidéncias indicam o
envolvimento de disfuncdo mitocondrial, excitotoxicidade, estresse oxidativo, toxinas
ambientais e fatores genéticos (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; HIRSCH et al., 2013).
Inicialmente postulava-se que a DP era um distdrbio ndo genético e prototipico, entretanto, nos
altimos vinte anos, diversos genes tém sido associados a DP. Mutagbes, duplicacbes e
triplicagdes do gene a-sinucleina, proteina com papel central nas inclusdes eosindfilas, genes

relacionados ao metabolismo mitocondrial como a PINK1 e PARK2, genes com sensor redox
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para estresse oxidativo como DJ-1 e genes associados a autofagia como ATP13A2, GBA e
LRRK2, genes associados a neuroinflamacdo (HLA-DR) também foram associados a DP
(SIDRANSKY et al., 2009; EDVARDSON et al., 2012; BONIFATI et al., 2013; PICKRELL
etal., 2015; GEGG; SCHAPIRA, 2016; SCHNEIDER; ALCALAY, 2017).

Em decorréncia da perda neuronal, um nimero expressivo de pacientes parkinsonianos
sdo acometidos também por sintomas nao-motores, dentre eles, distarbios neuropsiquiatricos,
como depressao, ansiedade, apatia e psicose, distarbios do sono, déficit cognitivo e do sistema
nervoso autbnomo, além de prejuizos ao olfato e disfungdes gastrointestinais (CHAUDHURI,
SCHAPIRA, 2009; BONITO-OLIVA et al., 2014; MACK et al., 2016).

Apesar da neurodegeneracdo na DP ser considerada multifatorial, o papel da
neuroinflamac&o e do estresse oxidativo tém sido uma das hipoteses mais estudadas nos ultimos
anos, com o intuito de melhor entender os mecanismos de morte neuronal presentes na etiologia
dessa doenca (MOSLEY et al., 2012).

Vaérios estudos sugerem que, devido o cérebro apresentar elevada taxa metabdlica e
conter niveis elevados de metais de transicdo como ferro e cobre, torna-se altamente susceptivel
a alteracdes no estado redox, como a reducéo da fosforilacdo oxidativa mitocondrial (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). Sabe-se que as mitocondrias sdo a principal fonte celular de espécies
reativas (ERs) e estdo envolvidas na homeostase do calcio e regulacdo de vias destrutivas,
subjacente a neurodegeneracdo seletiva na DP (BANERJEE et al., 2009). O complexo | é um
importante ponto de entrada da cadeia respiratoria e suas deficiéncias podem ser traduzidas em
uma perda drastica de funcBes bioenergéticas que levam a instabilidade mitocondrial. O
complexo | também produz a maioria das ERs geradas em mitocéndrias intactas (AMMAL
KAIDERY; THOMAS, 2018). Uma ligacdo entre a disfuncdo do complexo | e a DP, foi
estabelecida quando varios grupos relataram reducdo da atividade do complexo I no SN do
cérebro humano, o principal local de perda neuronal na DP (SCHAPIRA; COOPER; et al.,
1990; SCHAPIRA; MANN; et al., 1990; JANETZKY et al., 1994). Além disso, o cérebro é um
tecido altamente rico em acidos graxos poliinsaturados e pobre em defesas antioxidantes, o que
o torna vulneravel aos danos mediados por espécies reativas, tanto de oxigénio (EROs) quanto
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) (SANDERS; GREENAMYRE, 2014). Apesar da maior
parte do dano oxidativo na DP ser encontrado no SN, a disfungéo mitocondrial e a inibig&o do
complexo | ndo estdo limitadas ao cérebro, e o dano oxidativo tem sido relatado em tecidos
periféricos de pacientes portadores da doenca (SANDERS; GREENAMYRE, 2014). Os
principais marcadores de estresse oxidativo que se encontram alterados na DP séo peroxidagéo

lipidica, dano a proteinas e principalmente a deple¢do dos niveis de glutationa reduzida (GSH)
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na SNpc, relacionada principalmente aos decréscimo da atividade do complexo mitocondrial 1
e da funcdo mitocondrial (DEXTERA,; JENNER, 2013; SANDERS; GREENAMYRE, 2014).
O diagnostico clinico da DP é baseado pela presenca de dois ou mais sinais motores,
entretanto quando o quadro de DP é estabelecido a perda neuronal ja se encontra acentuada,
devido a grande reserva funcional do sistema dopaminérgico. Os sintomas se tornam evidentes
e expressivos quando aproximadamente 70-80% dos neurénios dopaminéergicos na SNpc ja
estdo irreversivelmente degenerados (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; HIRSCH et al., 2013).
O fato de o processo neurodegenerativo estar num estagio avancado quando o diagnéstico é
estabelecido, pode influenciar na efetividade clinica de diversos farmacos e agentes
neuroprotetores testados, até entdo, no tratamento da DP.

As terapias atuais para o tratamento da DP, tém como o objetivo a reducédo da severidade
dos sintomas, restabelecendo os niveis de dopamina, mas ndo fazem desaparecer a degeneragédo
neuronal. Os protocolos atuais incluem anticolinérgicos, agonistas de receptores
dopaminérgicos, inibidores da monoamina oxidase (MAO), L- dihidroxifenilalanina (L-
DOPA), terapias e até mesmo cirurgias. No entanto esses tratamentos ndo impedem aprogressao
da doenca, tratam apenas os sintomas motores por um periodo de tempo (STAYTE;VISSEL,
2014). Dessa forma, pesquisa relacionadas ao desenvolvimento de novos modelos animais de
pesquisa, bem como a busca por novos compostos, capazes de promover neuroprotecdo na DP,

séo de extrema importancia.

2.2 MODELO EXPERIMENTAL DA DOENCA DE PARKINSON INDUZIDA POR
ROTENONA

A fim de demonstrar relevancia direta com DP em humanos, varios protocolos
experimentais com modelos farmacolégicos, tém sido utilizados. A rotenona € um exemplo de
prototipo de como uma toxina exdgena pode imitar caracteristicas clinicas e patologicas da DP
em um modelo animal (CANNON et al., 2009; SANDERS; GREENAMYRE, 2014).

A rotenona, é um inseticida obtido de plantas leguminosas tropicais (HISATA, 2002).
E uma toxina com caracteristica lipofilica, capaz de atravessar com facilidade membranas
celulares e atua como inibidor do complexo | da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
(BETARBET et al., 2000; TERRON et al., 2018). Como consequéncia, ocorre uma perda da
funcdo mitocondrial, formacg&o de espécies reativas e oxigénio e nitrogénio, deplecdo de ATP
e morte celular (Figura 2). Além disso, a rotenona é capaz de induzir a ativagdo de mecanismos

de apoptose e formacdo de corpusculos de Lewy. A morte dos neurénios dopaminérgicos
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promove a ativacdo de células gliais, que passam a sintetizar e secretar mediadores
inflamatdrios e espécies reativas, induzindo a morte de neurdnios dopaminérgicos sadios
(BOVE C; PERIER, 2012). Estudos demonstraram que a rotenona promove degeneracio
seletiva de neurbnios dopaminérgicos, devido a inibicdo da formacgdo de microtdbulos de
tubulina, quando administrada de forma cronica. (BETARBET et al., 2000; SANDERS;
GREENAMYRE, 2014). Além disso, a rotenona é capaz de induzir a ativagdo de mecanismos
de apoptose, além de formacao de corpusculos de Lewy. A morte dos neurénios dopaminérgicos
promove a ativacdo de ceélulas gliais, que passam a sintetizar e secretar mediadores
inflamatorios e espécies reativas, induzindo a morte de neurdnios dopaminérgicos sadios
(BETARBET et al., 2000; SANDERS; GREENAMYRE, 2014). Outros estudos demonstram
gue a rotenona causa degeneracdo multissistémica, como perda de fibras dopaminérgicas
estriatais, neurénios dopaminérgicos na SNpc, fibras serotonérgicas estriatais, neurénios de
projecdo do estriado, interneurdnios colinérgicos estriatais, neurénios colinérgicos do nucleo
tegmentar e neurénios noradrenérgicos no locus coeruleus (HOGLINGER et al., 2003; ZENG
etal., 2018).

Figura 2 - Mecanismos de toxicidade induzidos pela rotenona em neur6nios dopaminérgicos
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Apesar da maioria dos estudos acerca dos efeitos da rotenona utilizarem como modelo

animal roedores, a utilizacdo do peixe-zebra como modelo in vivo tem ganhado espaco, devido
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semelhanca da organizacao béasica do sistema nervoso central com os vertebrados, incluindo
humanos (BRETAUD et al., 2004; KHOTIMAH et al., 2015).

2.3 PEIXE-ZEBRA (DANIO RERIO)

O peixe-zebra, conhecido também como paulistinha ou zebrafish, & um pequeno
teledsteo (mede em torno de 3-4 cm) que pertence a familia Cyprinidae (Figura 3). Esse
organismo é originalmente encontrado em plantac@es de arroz adjacentes ao rio Ganges na india
(ENGESZER et al., 2007; SPENCE et al., 2008).

Figura 3 - Peixe-zebra (Danio rerio)

A descricdo inicial da aplicacdo desta espécie em estudos cientificos relacionados a
biologia do desenvolvimento possibilitou grande avanco no conhecimento da embriogénese e
do ciclo de vida dos vertebrados pela presenca de ovos translicidos, grande prole e
desenvolvimento em aproximadamente dois meses (LELE, 1996). Introduzido na pesquisa
biomédica pela primeira vez em 1981 por George Streisinger, a aplicabilidade do peixe-zebra
em estudos cientificos vem sendo expandida para outras areas do conhecimento, tais como
bioquimica, neurociéncia, farmacologia, toxicologia e comportamento, além da pesquisa
pisiquidtrica, devido a semelhanga com os sistemas de neurotransmissores, estrutura encefélica,
padrdes comportamentais e organizacao e funcionamento de seu sistema regulador de estresse
(HOWE et al., 2013; DAL SANTO et al., 2014; KALUEFF et al., 2014). Diversos sistemas de
neurotransmissao amplamente estudados em mamiferos ja foram identificados e descritos em
peixe-zebra, tais como: dopaminérgico, GABAGérgico, glutamatérgico, histaminérgico,
serotoninérgico e purinérgico (RICO et al., 2011). Além disso, o estudo do genoma do peixe-
zebra foi concluido em 2013 e demonstrou que 71% dos genes que codificam proteinas no
genoma humano sdo relacionados a genes encontrados nesse animal, e que destes, 84% dos

genes conhecidos por serem associados a doengas humanas possuem um gene relacionado com
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0 peixe-zebra (Figura 4 e Tabela 1) (HOWE et al., 2013). Estudos sugerem, que regides
especificas do peixe-zebra podem ser relacionadas e, muitas vezes sdo bem conservadas quando
comparadas a regides cerebrais nos seres humanos. O telencéfalo ventral do peixe-zebra, por
exemplo, pode ser uma regido homologa ao estriado nos mamiferos e o sistema dopaminérgico
quando caracterizado demonstrou que 0s neurbnios dopaminérgicos sdo encontrados
principalmente no bulbo olfatério, regido pré-atica, retina e diencéfalo ventral (SIEBEL et al.,
2015).

Figura 4 - Namero de genes ortélogos compartilhados entre diferentes espécies. Fonte Howe et al. (2013).
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Tabela 1 - Comparagdo das principais caracteristicas de diferentes modelos animais (SIEBEL et al., 2015)

DROSOFILA CAMUNDONGO ZEBRAFISH
FECUNDACAO Inferna Interna Externa
DESENVOLVIMENTO DO EMBRIAO ! Externo Interno Externo
EMBRIAO Ndo transparente Nao transparente Transparente
PRODUCAO DE FILHOTES 100 ovos/dia 10 filhotes/2 meses 200 ovos/dia
TEMPO ATE IDADE REPRODUTIVA 20 dias 85 dios 60 a 90 dios
MANUTENGAO DIARIA - RS 8,00 RS 0,60
INVERTEBRADO OU VERTEBRADO Invertebrado Vertebrado Vertebrado

Genes ortol6gos a DP foram encontrados no peixe-zebra, incluindo, pink 1, dj-1, parkin
e Irrk 2. Flinn et al, (2013) utilizaram um modelo de peixe-zebra mutante para pink 1 que
apresentou perda de neurénios dopaminérgicos e comprometimento da funcdo mitocondrial.

Apesar de alguns estudos demonstrarem que o knockout de dj-1 ndo foi alterado em relagéo a
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quantidade de neurdnios dopaminérgicos no animal adulto, em embrides, apresentou maior
susceptibilidade ao estresse oxidativo (Bretaud et al., 2007). Além disso, outros estudos
demonstraram que a inativacdo da atividade de parkin, em peixe-zebra, diminuiu
significativamente o nimero de neur6nios dopaminérgicos ascendentes no tubérculo posterior
(homologo a substancia negra em seres humanos), esse efeito foi aumentado pela exposi¢éo a
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina  (MPTP) (FLINN et al., 2009). A exposicdo a
neurotoxinas como o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) e a 6-hidroxidopamina
(6-OHDA) mostraram uma diminui¢do na atividade locomotora e dos niveis de dopamina no
cerebro de peixe-zebra (BRETAUD et al., 2004; ANICHTCHIK et al., 2008).

Além disso, 0 peixe-zebra adulto, apresentou alteracbes comportamentais, incluindo
diminuicdo da atividade locomotora em resposta ao MPTP, enquanto as larvas demonstraram
alteracbes dopaminérgicas e comportamentais quando eram expostas ao MPTP, rotenona e
paraquat, sugerindo que o peixe-zebra poderia ser um modelo valioso para investigar os
mecanismos moleculares subjacentes a neurotoxicidade de indutores de DP (BRETAUD et al.,
2004; BORTOLOTTO et al., 2014).

Nesse sentido, o peixe zebra surge como organismo modelo alternativo, devido a
facilidade de manutencédo e manipulacdo em relacdo a outras espécies, como os roedores. Outro
aspecto importante que contribui para a utilizacdo deste modelo é o fato de que esta espécie
absorve os componentes diretamente da agua pelas suas branquias, acumulando-os em
diferentes tecidos, dentre os quais o sistema nervoso central (SNC), além disso possui alta
capacidade de rendimento para aplicacbes amplas no desenvolvimento de medicamentos
(NUNES et al., 2017; SONG et al., 2018).

2.4 SPONDIAS MOMBIN L (ANACARDIACEAE).

A Spondias mombin L. pertencente a familia L. Anacardiaceae. e comumente é
encontrada em &reas tropicais da América do Sul, Africa e Asia. No Brasil, é distribuida
principalmente nas regides Norte e Nordeste e popularmente conhecida como Cajazeira, uma
espécie com frutos nutritivos e saborosos e grande aceitagdo no mercado, sendo consumido in
natura ou na forma de produtos, principalmente, polpa congelada, bebidas, doces, sorvetes e
picolés (TIBURSKI et al., 2011; SANTOS SAMPAIO, DOS et al., 2018; LORENZI et al.,
2006). Os frutos do caja possuem altos teores de micronutrientes, como potassio, magnésio,
fosforo e cobre e também apresentam quantidades significativas de compostos fenolicos e
carotenoides (TIBURSKI et al., 2011; AYOKA et al., 2013; BAILAO et al., 2015).
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Suas folhas e frutos séo utilizadas na medicina popular para tratar doencas inflamatorias
topicas e sistémicas, distdrbios gastrointestinais, desordens neurolégicas, infeccdes bacterianas,
abortivo e como antidoto para veneno de serpente (VILLEGAS et al., 1997; NWORU et al.,
2007; OLUFUNKE et al., 2014). A literatura etnofarmacoldgica também registra a utilizagdo
da planta como anti-inflamatorio, antitumoral, ansiolitico e antidepressivo (AYOKA et al.,
2006; LORENZI e MATQOS 2008).

Anédlises fitoquimicas das folhas de S. mombin, revelaram constituintes como
carotenoides, taninos, saponinas, antraquinonas glicosiladas, alcaloides, triterpenos, compostos
fenolicos e flavonoides (ABO et al., 1999; HAMANO; MERCADANTE, 2001; AYOKA etal.,
2006; CORTHOUT et al., 2007; NJOKU; AKUMEFULA, 2007; SILVA et al., 2011; SILVA,
DAetal., 2012; CABRAL et al., 2016). Estudos utilizando o extrato bruto aquoso e metandlico
das folhas da planta, demonstraram a presenca de glicosideos. Diby et al (2012) identificaram
na casca e caule a presenca de quinonas e terpenos. Outros estudos com o extrato hidroetandlico
dos frutos da S. mombin revelaram a presenca de quercetinas, canferol, isoquercetinas, além do
flavonoide rutina (CABRAL, 2014).

Além  disso, atividades antibacteriana, anti-inflamatéria, hepatoprotetora,
antiespasmadica, ansiolitica, anticonvulsivante e sedativa também foram demonstradas (AJAO
et al., 1985; VERPOORTE et al., 2007; SAHEED et al., 2015; DE FERREYRA, 1981;
JARAMILLO E AHUNADA-BARONA, 1983). Estudos anteriores relataram a extracdo de
diferentes compostos quimicos (&cido fenolico, acido 6-alcenilsalicilico, &cido anarcérdico e
derivados fenolicos) de Spondias mombin, que exibiram diferentes propriedades bioldgicas,
incluindo efeitos antibacterianos, antivirais e antioxidantes quando testadas em roedores
(COATES et al, 1994; CORTHOUT et al., 2007). A nivel comportamental, tem sido relatado
que extrato bruto de folhas de S. mombin modulam mdultiplos comportamentos (induzidos por
novidade, sedativos, antipsicoticos, antiepilépticos) em camundongos e ratos (AYOKA et al.,
2013). Além disso, Sampaio e colaboradores (2018) demonstraram que o extrato hidroetanélico
de S. mombin possui atividade ansiolitica e antidepressiva em peixe-zebra (SANTOS
SAMPAIO, DOS et al., 2018).

A partir deste levantamento foi possivel verificar o potencial bioldgico de S. mombin L.
no tratamento de diversas enfermidades. No que diz respeito a avaliacdo da atividade
neuroprotetora desta espécie, a literatura ndo dispde de trabalhos. A investigacdo dessa
atividade por outros modelos e a sua determinacédo de seguranca de uso é de suma importancia,

tendo em vista que a espécie é largamente utilizada na medicina tradicional.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a composicdo fitoquimica e investigar o efeito neuroprotetor do extrato

hexanico das folhas de Spondias mombin em modelo experimental da doenca de Parkinson

induzido por rotenona em peixe-zebra.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

c)
d)

9)

h)

Caracterizar a constituigdo quimica do extrato hexanico de S. mombin (EHSm);
Avaliar a atividade antioxidante in vitro do EHSm;

Estimar a toxicidade aguda (CLso) do EHSm em peixe-zebra;

Determinar os niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) e
grupamentos sulfidrila (SH) nas amostras de homogenato de encéfalo de animais
expostos a rotenona e 0 EHSm;

Comparar a atividade de enzimas antioxidantes que atuam diretamente na remocao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) como superdxido dismutase (SOD, catalase
(CAT), glutationa transferase (GST) e glutationa (GSH) no encéfalo de peixes-zebra
expostos de maneira cronica a rotenona e 0 EHSm;

Analisar a atividade da NADPH oxidase e producdo de anion superdxido em encéfalo
de peixe-zebra exposto cronicamente ao rotenona e a0 EHSm;

Examinar a recaptacdo de dopamina no homogenato de encéfalo peixe-zebra exposto
cronicamente a rotenona e a0 EHSm;

Explorar o efeito ansiolitico-simile e comportamental locomotor em peixes-zebra
expostos cronicamente a rotenona e a0 EHSm por meio dos testes de novel tank e claro

escuro.
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4 METODOLOGIA

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

A coleta das folhas de Spondias mombin foi realizada em julho de 2014, no municipio de
Cajazeirinhas — PB (S6°58.34.558 — W37°48.21.424). Em seguida, uma amostra representativa
da coleta foi depositada e identificada no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto

Agrondmico de Pernambuco, sob o registro de n° #89987.

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO HEXANICO DE S. MOMBIN (EHSM)

Apobs a coleta, as folhas de S. mombin foram secas em temperatura ambiente por 15 dias
e trituradas. Aproximadamente 300 g de folhas foram submetidas a extracdo por maceracéo,
com hexano como extrator liquido na propor¢do de 1:10. O procedimento foi realizado duas
vezes consecutivas, cada uma com duracdo de 12h. Apés filtracdo no final de cada processo de
extracdo, o solvente foi completamente removido do extrato por meio de um evaporador
rotativo a pressao reduzida, com temperatura entre 65-70 °C. Ao término do processo foram
obtidos 12 g de extrato com rendimento de 4,0% (g/g). O extrato hexanico de S. mombin
(EHSm) foi submetido a: i) identificacdo de compostos quimicos; ii) avaliacdo antioxidante in

vitro; e iii) analise comportamental e antioxidante in vivo.

4.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS QUIMICOS DO EHSM

4.3.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massa (CG-EM) do EHSm

A determinacdo dos compostos presentes no extrato foi realizada por meio da
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (GC-EM - Agilent Technologies GC
7890B - MSD 5977A) adaptado de (LIGIERO et al., 2009), utilizando 10 mg.mL™ de
amostra/solucdo de hexano. A temperatura inicial do forno foi ajustada em 40 °C com uma
rampa de aquecimento de 10 °C.min* a 190 °C, depois uma rampa de 50 °C.min* a 240 °C,
sem tempo de espera; a temperatura do injetor foi ajustada para 250 °C, com 1 pL da amostra
sendo injetada e hélio como gas de arraste ajustado para 1 mL.min™. O EM foi operado usando
ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV) na faixa de 50-500 m/z. A temperatura da linha de
transferéncia EM foi fixada em 150 °C e a temperatura da fonte de ions foi fixada em 230 °C.
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Os componentes quimicos presentes nos extratos foram identificados por comparacdo com a
biblioteca do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST) do software do equipamento
(Agilent P/N G1033A). As quantidades relativas de cada componente individual foram

calculadas usando suas respectivas areas de pico no cromatograma.

4.3.2 Cromatografia Liquida com deteccédo de matriz de diodo (CLAE-DAD)

As andlises CLAE-DAD foram realizadas usando um Shimadzu (LCMS-2020),
modelo SPD-M20A, com um detector de matriz de diodo de alto desempenho. As anélises
cromatograficas de fase reversa foram realizadas em condi¢cfes de gradiente, utilizando uma
coluna C18 (4,6 x 250 mm; Macron, Center Valley, Pensilvania, EUA) embalada com
particulas de 5 pum de didmetro. A fase movel foi uma mistura de metanol (A) e &cido formico
aquoso a 5% (B). O gradiente de concentragdes foi aplicado ao longo de 65 min a uma taxa de
fluxo de 0,6 mL/min da seguinte forma: primeiro 5-15% A ao longo de 10 min, em seguida,
uma faixa de 35 a 50% A ao longo de 15 min e, finalmente, a concentracdo de A mudou de 50
a 100% em 10 min (Goncalves et al., 2005). Os perfis cromatogréaficos foram registrados a 349
nm para a quercitrina, a 355 nm para a rutina e a 379 nm para a quercetina. Solucdes padréo de
estoque foram preparadas em concentragdes que variaram de 0,030 a 0,250 mg/mL usando a
fase mével de CLAE. Os picos da cromatografia foram confirmados comparando seu tempo de
retencdo com padrdes de referéncia e por espectros DAD (200-600 nm). Todas as operacdes de

cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DO EHSM

4.4.1 Avaliacédo da atividade do DPPH+ (2,2-difenil-1-picril-hidrazil-hidrato) e ABTS +
(acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) no EHSm

A atividade antioxidante do EHSm foi medida pelo método de sequestro de radical
livre por meio da doagédo de hidrogénio pelo radical estavel DPPH (OLIVEIRA DE VERAS et
al., 2020), e pelo ensaio ABTS baseado na geragédo do radical cromoforo cationico obtido da
oxidacdo de ABTS por persulfato de potassio (DE VERAS et al., 2019). Ambas as medidas
foram realizadas em triplicata e as atividades de inibicdo foram calculadas com base na
porcentagem de DPPH e ABTS removidos, usando Trolox® como padrdo um analogo da
vitamina E (Trolox, Merck, So Paulo, Brasil). O percentual de inibi¢cdo (1%) foi calculado
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usando a equacéo: 1% = [(AbsO - Abs1)/Abs0] x 100, onde AbsO0 ¢ a absorbancia do controle e
Abs1 é a absorbancia do EHSm.

4.4.2 Avaliacédo da capacidade antioxidante total (CAT) do EHSm

A CAT foi determinada pelo método do fosfomolibdénio (COSTA et al., 2011). O
padrdo de acido ascorbico foi utilizado como referéncia e a CAT foi expressa como equivalente
do &cido ascorbico. O resultado foi calculado usando a formula: CAT (%) = [(Amostra de Abs
- Branco de Abs)/(acido ascorbico de Abs - Branco de Abs) x 100]. Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

4.4.3 Avaliacédo do poder de redutor do EHSm

O poder redutor do EHSm foi determinado de acordo com o método de MELO-
SILVEIRA et al. (2014). As amostras foram diluidas em metanol e entdo misturadas com 2,5
mL de tampao fosfato (0,2 M, pH 6,6) e 2,5 mL de ferricianeto de potassio [CesNsFeKs] a 1%.
A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min. O &cido ascorbico foi usado como referéncia.
O poder redutor (%) foi calculado pela absorbancia da amostra e razdo de controle: % | =
[(controle Abs - amostra Abs)/controle Abs] x 100. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata.

4.5 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados peixe-zebra (Danio rerio) adultos (com 4-6 meses de idade) de ambos
0s sexos (50:50). Os animais em um total de 294, foram obtidos de coldnia proveniente de
estabelecimento comercial e foram mantidos no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia
Pré-Clinica de Produtos Bioativos, da UFPE, em aquarios de 50 L com agua filtrada, salinizada
e continuamente aerada, em uma proporcdo de 4 animais por litro. A temperatura da agua
permaneceu regulada em 25 + 1 °C e os peixes foram mantidos em ciclo de claro-escuro de
14h/10h. Os peixes foram alimentados com racdo industrializada flocada (TetraMin, Carolina
do Norte, EUA) trés vezes ao dia e seu bem-estar guiado pelo preceito da reducdo, substituicéo
e refinamento, visando a garantir o melhor aproveitamento e uso de menor nimero de animais.
Para melhor representar a heterogeneidade da populacdo foram utilizados peixe-zebra do tipo

selvagem, devido a sua variabilidade genética aumentada. O tratamento dos animais foi
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realizado de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do National
Institutes of Health (National Research Council (US) Committee for the Update of the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011).

Os protocolos experimentais com animais foram aprovados pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais CEUA da UFPE e Unochapecd, sob os protocolos 0013/2016 e 012/2020

respectivamente (Anexo ).

4.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.6.1 Protocolo para avaliacdo da toxicidade aguda (CLso)

Esse protocolo seguiu as normas estabelecidas pelo protocolo 203 da OECD (2019).
Apds o periodo de adaptacédo de 15 dias, os animais foram divididos aleatoriamente em 9 grupos
contendo 12 animais cada, e transferidos para tanques de 5 L (29 x 16 x 15 cm) de agua. Os
grupos foram expostos por um periodo de 24, 48, 72 e 96 horas em um sistema semiestatico, a
seis diferentes concentragdes do EHSm (10, 20, 30, 40, 50, 60 e 100 mg/L), um grupo com
dimetilsulfoxido (DMSO 0,1% - grupo veiculo), e ao grupo controle (agua).

Para o preparo do extrato foi necessaria uma solugdo mée na concentracao de 10 mg/mL,
utilizando o DMSO 0,1% para melhor solubilizacdo. A ROT também era adicionada aos
aquarios a partir de uma solucdo méae de 150ug/uL.

Os animais foram mantidos em jejum durante a realizacdo do teste, conforme estabelece
0 protocolo OECD 203 (2019). A temperatura foi mantida em 25 £ 1 °C. Parametros de pH,
temperatura, alteracbes comportamentais e registro do nimero de mortos foram observados
diariamente.

Apo6s o término das 96h, os animais foram anestesiados (tricaina, 250 mg/L) e
eutanasiados de acordo com normas especificas e visando minimizar desconforto e sofrimento
(WESTERFIELD, 2000). O valor estimado da CLso de 96 h foi calculado usando o programa
US EPA Probit 1,5 versédo gratuita (US EPA, 1992).

4.6.2 Protocolo de exposi¢cdo do EHSm per se e ROT

Em um primeiro momento, os animais foram divididos em 5 grupos (em tanques de 20
L) para avaliagcéo per se do EHSm. As concentra¢des de EHSm utilizadas foram baseadas em
estudos anteriores (BRITO et al., 2018; DOS SANTOS SAMPAIOQ, et al., 2018) e os animais
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foram expostos por um periodo de 96 h as diferentes concentracfes de extrato (conforme
descrito abaixo). Cada grupo foi composto por um n=6 a partir de um pool de 4 animais.

a) GRUPO 1: controle (4gua);

b) GRUPO 2: EHSm 1 mg/L;

¢) GRUPO 3: EHSm 5 mg/L;

d) GRUPO 4: EHSm 15 mg/L;

e) GRUPO 5: EHSm 25 mg/L,;

Apbs o periodo de exposicdo os animais foram eutanasiados com tricaina (250 mg/L).

Num segundo momento, foi realizada avaliacdo da rotenona baseada na metodologia
descrita por BRETAUD et al (2004), conforme descrito abaixo. A exposicdo a rotenona foi
realizada num periodo de 30 dias e cada grupo foi composto por um n=6 a partir de um pool de
4 animais.

a) GRUPO 1: controle agua;

b) GRUPO 2: DMSO 0,1% (veiculo da rotenona);

c) GRUPO 3: controle rotenona 3 pg/L;

Durante o periodo de tratamento (96h e 30 dias), todos os parametros de pH,
temperatura e O. foram monitorados. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro 14h/10h
e temperatura de 25 + 1 °C. Os animais eram alimentados 3 vezes ao dia, com racao flocada. A
fim do tratamento, os animais foram submetidos aos testes comportamentais e em seguida

anestesiados (tricaina 250 mg/L) e eutanasiados por meio de decapitacao.

4.6.3 Protocolo exposi¢do a ROT e EHSm

Apos a avaliacdo do EHSm per se, e a escolha da concentracdo de rotenona que seria
utilizada, os animais foram novamente separados em grupos e tratados, por meio de imersao
em agua, conforme (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Os animais foram
transferidos do tanque domeéstico para tanques de teste (20 L) por 4 semanas, com aplicacéo
didria de ROT e EHSm. Ao término do periodo de exposic¢ao, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais de atividade locomotora/exploratéria e tipo ansiolitica e, em seguida
anestesiados (tricaina 250 mg/L) e eutanasiados por meio de decapitacdo para as demais

analises bioquimicas (n=6 — a partir de um pool de 4 animais).
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Figura 5 - Esquema mostrando o desenho experimental.
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4.7 AVALIACOES DOS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

4.7.1 Avaliacdo da atividade locomotora com novel tank

Transcorridos os 30 dias de exposi¢do, os animais foram submetidos imediatamente
e individualmente ao teste novel tank (NTT). O NTT consistia de um tanque de 2,7 L (24x8x20
cm) com agua até a marca de 15 cm (MOCELIN et al., 2015). O comportamento foi registrado
por 6 min e a temperatura da agua mantidaa 25 + 1 °C (PANCOTTO et al., 2018). Cada grupo
foi constituido por um n= 20-24 peixes-zebra e um codigo cego foi obtido para cada grupo
experimental. Os animais foram testados em 4 dispositivos ao mesmo tempo (um desenho de
blocos aleatorios foi realizado para que um animal de cada grupo experimental fosse testado ao
mesmo tempo) e a ordem do tanque entre os grupos foi aleatoria). Apds a realizacao dos testes
comportamentais, os arquivos de video foram codificados e o examinador responsavel pela
analise comportamental desconhecia o grupo experimental ao qual cada animal pertencia. As
analises comportamentais foram realizadas usando o software de rastreamento ANY-Maze
(Stoelting Co., Illinois, EUA). O aparelho foi virtualmente dividido em trés zonas horizontais
iguais (topo, meio e fundo). Os parametros comportamentais analisados foram: distancia total

percorrida (m), nimero de travessias, entradas no topo da area e tempo gasto no topo da area

(s).

4.7.2 Avaliacao da atividade tipo ansiolitica com claro/escuro

O teste claro/escuro foi realizado de acordo com GEBAUER et al. (2011) e MARCON
et al. (2019). Cada animal foi cuidadosamente transferido para o aparelho e testado

individualmente (n = 12/grupo). O aparelho consistia em um tanque de vidro (18x9x7 cm)
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dividido em duas partes, um compartimento preto e um compartimento branco, com uma
divisoria guilhotina deslizante (9x7 cm) entre os dois compartimentos de tamanhos iguais com
3 cm de agua. A temperatura da dgua foi mantida em 25 + 1 °C e foi alterada entre cada grupo
experimental. A ordem de exposi¢do dos animais ao tanque foi aleatoria entre os tratamentos.
Os experimentadores desconheciam o tratamento. O tempo de permanéncia no compartimento
de luz e o nimero de travessias entre os compartimentos foram registrados por 5min e
posteriormente analisados por meio do software Boris (Universita Degli Studi di Torino,

Torino, Italia).

4.8 ANALISE DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

4.8.1 Preparo e homogeneizacao do tecido

As andlises biogquimicas foram realizadas com 0s mesmos animais submetidos ao NTT
e teste claro escuro. Um pool de quatro cérebros inteiros foi dissecado para preparar um
homogenato para analises de estresse oxidativo (n=6 por grupo). As amostras foram
homogeneizadas em 1 mL de solucdo salina tampéo de fosfato (PBS; pH 7,4, NaCl 137 mM,
Na;HPO4 10,1 mM, e KH2PO4 1,76 mM) e imediatamente centrifugadas a 800 x g por 5 min
em uma centrifuga micro refrigerada (VS-15000 CFNII, Vision Scientific, Daejeon, Coreia do
Sul). Os sobrenadantes foram armazenados a -80 °C para posterior analise bioquimica. Todas
as medidas bioquimicas foram realizadas em triplicata. Os detalhes de cada procedimento foram
descritos em estudos anteriores (DAL SANTO et al.,, 2014; AGOSTINI et al., 2018;
ALEXANDRE et al., 2019).

4.8.2 Peroxidacdo lipidica (TBARS)

Para a dosagem da peroxidagdo (TBARS) o protocolo foi baseado em ESTERBAUER
e CHEESEMAN (1990). Uma curva de calibragdo foi estabelecida utilizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMP) e cada ponto da curva foi submetido ao mesmo tratamento que 0s
sobrenadantes (300 pg de proteina). Resumidamente, o homogeneizado foi precipitado por
meio de uma reacdo acida com &cido tricloroacético (TCA) a 10% com sulfato de sddio
adicionado ao sobrenadante na proporcao 1:1 (v/v). Ap6s centrifugacdo, o sobrenadante foi
tratado com &cido tiobarbiturico (TBA, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) 0,67% na
proporcao de 1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho fervente durante 2 horas e, apos,

resfriada em agua a temperatura ambiente. A absorbancia obtida através da coloracdo rosea
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resultante foi medida em espectrofotdmetro a 532 nm (Varioskan Flash, Thermo Scientific,
Vantaa, Finlandia). Concomitantemente, foi feita uma curva de calibracdo com 1,1,3,3-
tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma forma que as amostras.
Os resultados foram expressos como nmol de TBA-RS.mg de proteina® (ESTERBAUER e
CHEESEMAN, 1990).

4.8.3 Avaliacéo de contetdo de grupamento sulfidrila-SH (tiol)

Para determinacdo do contedo de grupos sulfidrila, os cérebros totais foram
homogeneizados em tampédo PBS (pH 7,4). Uma aliquota da amostra (24 ug de proteina) foi
incubada em tampédo PBS com EDTA 1mM (pH 7,4). A oxidacdo dos tiois livres da amostra
leva a formacdo de pontes dissulfeto. Apos foi adicionado o &cido ditionitrobenzdico (DTNB),
reagente de Ellman, que foi reduzido pelos tidis ndo oxidados, gerando um derivado amarelo
(&cido 2-nitro-5-mercapto-benzdico, TNB), que foi lido espectrofotometricamente a 412 nm
(Varioskan Flash, Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia). Os resultados foram expressos em
nmol de TNB.mg de proteina® (AKSENOV e MARKESBERY, 2001).

4.8.4 Determinacao dos niveis da glutationa (GSH)

Os niveis de GSH foram determinados de acordo com SEDLAK e LINDSAY (1968),
com pequenas modificagdes. Os niveis de GSH foram avaliados pela quantificacdo de grupos
sulfidrila ndo proteicos em amostras de homogenato (48ug de proteina) que foram submetidas
a precipitacdo de proteinas por adi¢do de TCA (20%), seguida de centrifugacdo a 800 x g por
10 min. Os sobrenadantes foram misturados com uma solugdo contendo tampéo Tris-EDTA,
TCA (10%) e DTNB (4 mM). Em seguida a placa contendo as reagdes foi incubada por 15
minutos e efetuou-se a leitura em espectrofotometro Varioskan Flash, Thermo Scientific, Vantaa,
Finlandia. A L-cisteina foi usada para construir a curva padrao e os resultados expressos como

ug GSH/mg de proteina.

4.8.5 Avaliacédo da atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD em cérebro total foi determinada de acordo com BANNISTER e
CALABRESE (1987) com algumas modificac¢des. Inicialmente, foram realizadas leituras da
auto-oxidacdo da adrenalina. Apds, foram adicionados & amostra (40ug de proteina), catalase

10 mM, tampéo glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e ao branco foi adicionada adrenalina 60
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mM. A atividade enzimatica foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina
medida espectrofotometricamente em 480 nm a temperatura ambiente em espectrofotémetro
Varioskan Flash, Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia. A atividade da enzima foi expressa em

unidade de atividade da SOD por mg de proteina.

4.8.6 Avaliacdo da atividade enzimatica da catalase (CAT)

Esta atividade enzimatica da catalase (EC 1.11.1.6) em cérebro total foi determinada por
meio do método de AEBI (1984). A amostra contendo 32ug de proteina previamente
homogeneizada, foi adicionado Triton 0,1% seguido de agitacdo. Esta mistura foi conservada
em gelo durante 15 minutos. Ao tampdo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, foi adicionado
H20, 30% (v/v). Este meio foi colocado em cubeta de quartzo e o aparelho estabilizado contra
um branco corrido separadamente de tampao fosfato. Apds adicdo da amostra, foi realizada a
leitura da queda da absorbancia do H202 a 240 nm, a temperatura ambiente, durante 180
segundos em espectrofotdmetro Varioskan Flash, Thermo Scientific, Vantaa, Finlandia. Para o
célculo, utilizou-se o coeficiente de extingdo do H.O, de 39,4 mM. Os resultados da atividade

enzimatica foram expressas em unidade de atividade da catalase por mg de proteina.

4.8.7 Avaliacdo da atividade enzimatica da Glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade da glutationa-S-transferase é diretamente proporcional a taxa de formacéao
do composto DNP-SG (dinitro fenil S glutationa), podendo desta forma ser medida por meio
do monitoramento da taxa de formagdo do composto. Em uma cubeta de quartzo de 1 mL,
adicionou-se a amostra (80 ug de proteina) ao tampao fosfato (0,1 M) e EDTA (1 mM), amostra,
GSH (1 mM) e CDNB (1 mM). A absorbancia (340 nm) foi registrada por um periodo de
aproximadamente 3 minutos com controle da temperatura (30°C), em espectrofotémetro
Varioskan Flash, Thermo Scientific, (Vantaa, Finlandia). Os resultados foram expressos em
U/mg proteina. Uma unidade de atividade enzimética da GST foi definida como a quantidade
necessaria para catalisar a formacdo de quanto 1 umol do composto DNP-SG por minuto.
(HABIG, PABST e JAKOBY, 1974).



37

4.8.8 Producdo de anion superoxido (O2-) e atividade da oxidase de di-

hidronicotinamida-adenina fosfato de dinucleotideo (NADPH)

Para as analises de NADPH oxidase e producdo de anion superoxido (O27), um pool de
dois cérebros de peixe-zebra inteiros foi usado para preparar um homogenato. Neste caso, 0s
cérebros inteiros foram dissecados e 0 homogenato preparado em 0,5 mL de tampé&o de lise
RIPA (NaCl 150 mM, triton X-100 1%, desoxicolato de sédio 0,5%, dodecil sulfato de sodio
(SDS, 0,1%) e base de trizma 50 mM, pH 8,0); contendo cloridrato de fluoreto de 4- (2-
aminoetil) benzenossulfonil (AEBSF, 2 mM, EDTA 1 mM, bestatina 130 uM, E-64 14 uM,
leupeptina 1 UM e aprotinina 0,3 puM).

A formacéo de O foi avaliada pelo método de quimioluminescéncia intensificada por
lucigenina. Os homogenatos de tecido foram centrifugados a 12.000 x g a 4 °C em uma
microcentrifuga refrigerada por 12 min. O sobrenadante foi adicionado ao tampé&o fosfato salino
(pH 7,4) na proporgdo de 0,1 mL: 1 mL fornecido com NADPH 100 pM. A
quimioluminescéncia foi medida em um lumindmetro (Varioskan Flash, Thermo Scientific,
Vantaa, Finlandia) em intervalos de 30 s por 5 min a 37 °C, antes e ap6s a adi¢do de 10 uM de
lucigenina. A producéo basal de superdxido foi medida na auséncia de NADPH. Os ensaios

foram realizados em triplicata.

4.9 ENSAIO DE CAPTACAO DE DOPAMINA

Nas analises de captacdo de dopamina, cada cérebro inteiro foi excisado em placas de
Petri com solucdo salina balanceada de Hank (HBSS: NaCl 137 mM; Na:HPO4 0,63 mM;
NaHCO3z 3,0 mM; KCI 5,36 mM; KH2PO4 0,44 mM; CaCl; 1,26 mM; MgSO4 0,90 mM; glicose
5,55 mM) e acido 4- (2-hidroxietil) piperazina-1-etanossulfonico, N- (2-hidroxietil) piperazina-
N '- (&cido 2-etanossulfonico) - HEPES, 20 mM - pH 7,2). Cada cerebro inteiro foi separado e
transferido individualmente para placas de cultura de 24 pocgos contendo 0,5 mL de tampé&o
HBSS-HEPES e todas as placas foram mantidas a 37 °C ao longo dos experimentos
(ALEXANDRE et al., 2019).

O ensaio de captacdo de dopamina foi realizado conforme descrito anteriormente por
RICO et al. (2010) com pequenas modificacdes (ALEXANDRE et al., 2019). A captacéo total
de dopamina foi medida pela adi¢do de 20 puL de 0,35 uCi mL - 1L- [3*H] solugdo marcada de

dopamina correspondendo a 10 nM L [3*H] dopamina e 0,75 nM de dopamina ndo marcada no
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meio de incubacédo aquecido a 37 °C. Para identificar a condi¢do em que a reacéo foi linear com
o tempo, as medidas foram realizadas nos seguintes tempos: 3, 5, 7, 10 e 15 min. A

radioatividade foi medida com liquido de cintilacao.

410 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de BRADFORD
(BRADFORD, 1976). O principio do método baseia-se na determinacdo da concentragdo de
ligagBes peptidicas por meio da medida da absorbancia do complexo proteina-corante. Este
complexo absorve em comprimento de onda de 595 nm. A absorbéancia € considerada
diretamente proporcional a concentracdo de proteina na solugdo analisada, onde uma solucgéo

de BSA (2 mg/mL) foi utilizada como padréo.

4.11 ESTATISTICA

A normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias foram analisadas pelos
testes D’ Agostino-Person e Levene, respectivamente. Os dados foram expressos como média +
erro padrdo da media (E.P.M). As médias foram comparadas por ANOVA de uma via seguida
pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey, e os grupos foram considerados diferentes em
p<0,05. Cada parametro foi avaliado em pelo menos trés experimentos independentes

realizados em triplicata.



5 RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACAO DE CONSTITUINTES QUIMICOS DO EHSM
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5.1.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massa (CG-EM) do EHSm

Na avaliacdo do EHSm pelo CG-EM, foi possivel verificar a presenca do ciclogalifaraol

(13,88%) como componente majoritario (Figura 6). Os outros componentes identificados foram
dl-a-tocoferol (8,08%), esqualeno (5,21%), 6-tocoferol (3,69), 4,8,12-trimetiltridecano-4-olida
(2,97%), palmitato de metila (0,82%), palmitato de etila (0,73%) e fitol (2,61%).

Figura 6 -

quimicos do EHSm

Identificacdo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massa dos compostos
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Compostos Marcador | EHSm (%) | EtOH (%)
4,8,12-trimetiltridecano-4-olida 13 2,97 1,63
palmitato de metila 11 0,82 -
palmitato de etila 2 0,73 -
fitol 3 2,61 -
ciclogalifaraol 7 13,88 6,88
esqualeno 8 5,21 2,04
A-tocoferol 10 3,69 -
dl-a-tocoferol 9 8,08 4,95
Total 37,99 15,5
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5.1.2 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do EHSm

O perfil de CLAE do EHSm demonstrou a presenga de compostos fendlicos como a
quercitrina (6,54 mg/g) e principalmente a rutina (8,83 mg/g), em grandes quantidades

conforme vistos na Tabela 2.

Tabela 2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) do EHSm

Compostos [ma/g] Curva de calibragdo
quercitrina 6,542 4.51016e+007*x-346705
rutina 8,834 6.49075e+007*x-226120

52 AVALIACAO ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO (DPPH, ABTS,
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL E PODER REDUTOR) DO EHSM

A concentracao inibitoria 50% (Clso) do EHSm nas atividades de eliminacdo do radical
DPPH foi 521,38 + 7,45 pug/mL, e o do Trolox (controle positivo) foi 78,86 + 1,80 pg/mL. A
atividade de eliminacdo de radical ABTS mostrou um Clso de 1021,38 + 70,02 pg/mL para
EHSm e 257,34 + 7,31 pg/mL para Trolox. A poténcia do EHSm foi 4 e 6 vezes menor no
ABTS e DPPH, respectivamente, quando comparado ao Trolox.

O EHSm apresentou valores de Clso de 1.291,12 + 16,10 e 1.568,65 £ 16,15 pg/mL nos
testes de Capacidade antioxid. total e poder redutor, respectivamente. O acido ascorbico foi
utilizado como controle positivo e apresentou o Clso de 500,00 £+ 0,00 pg/mL para ambos os
testes. A EHSm foi aproximadamente 2,6 e 3,1 vezes menor do que 0 &cido ascorbico

respectivamente para Capacidade antioxid. total e poder redutor.

5.3 TOXICIDADE AGUDA DO EXTRATO DE EHSM EM PEIXE-ZEBRA

Na exposicdo do peixe-zebra as diferentes concentracées do EHSm, obteve-se uma CLso
de 58,42 mg/L em 96h. Durante o periodo de exposi¢do (96 h) ndo houve mortalidade nos
grupos tratados com EHSm 10, 20, 30 e 40 mg/L e nenhuma anormalidade visivel foi observada

com relacdo a aparéncia, equilibrio, locomocéo e comportamento de natacéo.
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Por outro lado, a taxa de mortalidade para os grupos expostos a 50 mg/L foi de 16,67%,
com a mortes nas primeiras 48 horas e depois com 72 horas. No grupo de 60 mg/L, ocorreram
11 mortes centro das primeiras 24 horas e uma morte dentro das 72 horas seguintes. No grupo
de 100 mg/L a mortalidade de 100% ocorreu nas primeiras 24 horas. Nos grupos de 60 e 100
mg/L observamos uma reducdo da locomocdo e do comportamento natatério em relagéo ao
grupo controle. Durante o periodo de tratamento, ndo foram observadas alteracGes significativas

nas variaveis fisicas e quimicas da dgua que poderiam ter interferido nos resultados obtidos.

5.4 AVALIACAO PARAMETROS OXIDATIVOS EHSM PER SE E ROT

5.4.1 Avaliacdo do efeito de parametros oxidativos do extrato hexanico de Spondias

mombin L. (EHSm) em peixe-zebra (per se).

Para avaliar o efeito do extrato per se sobre parametros oxidativos, foi avaliado a
peroxidacdo lipidica por meio dos niveis de espécies reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS)
e os niveis de GSH. Em relacdo aos niveis de TBARS (A), foi observado uma diminui¢do
significativa nas concentracOes de extrato 5, 15 e 25 mg/L (35,36, 56,97 e 72,56%; p=0,009,
p=0,0001 e p<0,0001, respectivamente) quando comparado ao grupo controle. Os niveis de
GSH (B), apresentaram um aumento de 152,14% (p=0,003), 157,59% (p=0,0015) e 197,40%
(p<0,0001) nos grupos tratados com extrato nas concentracdes de 1, 15 e 25 mg/L,

respectivamente, em relagéo ao controle (Figura 7).

Figura 7 - Efeitos do extrato hexanico de S. mombin (EHSm) nos niveis espécies reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS, A) e niveis de glutationa (GSH, B) no cérebro do peixe-zebra. Os dados sdo apresentados como média
+ Erro padrdo da média = E.P.M. n=6. Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de

comparagOes multiplas de Tukey. *p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0001 comparado ao grupo controle (DMSO 0,1%).
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5.4.2 Avaliacdo do efeito da rotenona sobre a peroxidacdo lipidica (TBARS) e

grupamentos sulfidrila (SH)

Ao avaliar os niveis de peroxidacdo lipidica em tecido cerebral do peixe-zebra, foi
observado que somente o grupo rotenona (ROT, 3 pg/L) apresentou aumento significativo
(206,13%, p<0,0001) nos niveis de TBARS. O mesmo grupo ROT aumentou
significativamente (210%, p<0,0001), o numero de grupamentos sulfidrila. O grupo veiculo
(DMSO 0,1%) nédo apresentou diferenca significativa (p=0,84) quando comparado ao grupo

controle (Figura 8).

Figura 8 - Avaliagdo do efeito da rotenona (ROT) nos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS,
A) e avaliagdo do conteido de grupamentos sulfidrila (SH, B). DMSO: dimetilsulféxido. Os dados séo
apresentados como média + Erro padrdo da média = E.P.M. n=6. Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via

seguida pelo teste de comparacfes multiplas de Tukey. ***p<0,0001 comparado ao grupo controle.
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5.4.3 Avaliacdo dos efeitos da rotenona na atividade das enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), niveis de glutationa (GSH) e

atividade glutationa transferase (GST).

A avaliacdo das defesas antioxidantes foi realizada pela analise das enzimas SOD, CAT,
GST e niveis GSH. Verificou-se que a ROT (3 ug/ L) reduziu significativamente os valores das
enzimas SOD (54,75%) e niveis de GSH (73,96%). Por outro lado, ndo foram observadas
diferencas significativas na atividade das enzimas CAT e GST entre os grupos avaliados. Para
as enzimas SOD, CAT, GST e niveis de GSH, o grupo tratado com o veiculo dimetilsulféxido
(DMSO 0,1%) néo diferiu do grupo controle.

5.5 AVALIACAO DO EHSM SOBRE PARAMETROS COMPORTAMENTAIS EM PEIXE-
ZEBRA EXPOSTOS A ROT

5.5.1 Teste de novel tank (NTT)

Para avaliar o perfil exploratorio/locomotor em peixe-zebra, foi utilizado o teste NTT
(Figura 9). Durante o periodo de tratamento por quatro semanas, houve 4 mortes (15°, 18°, 21°
e 24° dia) no grupo ROT e os animais foram substituidos. Nos demais grupos nenhuma morte
foi registrada. A exposi¢cdo a ROT nédo induziu mudangas significativas na distancia total
percorrida (p=0,78; Fig. 9A) ou nimero de cruzamentos (p=0,11; Fig. 9B). A ROT diminuiu o
nimero de entradas no topo da area em 53,5% (p=0,03; Fig 9C), e o tempo gasto na area
superior do tanque em 54,7% (p=0,04; Fig 9D). A concentracdo mais alta de EHSm (25 mg/L)
foi, significativamente, eficaz para prevenir as alteracdes induzidas por ROT em termos de
entradas (p=0,03; Fig. 9C) e tempo gasto na area superior do tanque (p=0,01; Fig. 9D). O grupo
ROT + EHSm (15 mg/L) reduziu o namero de travessias em 66,5% (p=0,001; Fig 9B), o nimero
de entradas na area superior em 76,5% (p=0,0004; Fig 9C) e o tempo na area superiorem 79,2%
(p=0,0004; Fig 9D). No entanto, essas respostas ndo foram estatisticamente diferentes daquelas
obtidas com o grupo da rotenona.

Figura 9 - Avaliacdo do efeito da rotenona (ROT) e extrato heénico de S. mombin (EHSm) sobre a distancia total
percorrida (A), nimero de cruzamentos (B), nimero de entradas (C) e tempo gasto na area superior do aparato (D)

no novel tank. Os dados sdo apresentados como média + Erro padrdo da média + E.P.M. n=20-24. Analise de
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Variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de comparagdes mdltiplas de Tukey. *p<0,05; **p<0,01;

***n<0,005 comparado ao grupo controle, ¥p<0,05 comparado ao grupo rotenona.
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5.5.2 Teste de Claro/escuro (LDT)

Os grupos expostos a ROT (3 ug/L) e ROT + EHSm (5, 15 e 25 mg/L) ndo apresentaram

diferenca estatistica (p=0,471 e p>0,999; p=0,613 e p=0,834 respectivamente) com grupo

controle nos parametros de nimero de cruzamentos no tanque e no tempo de permanéncia no

lado claro do aparato LDT (Figura 10).

Figura 10 - Avaliacdo dos efeitos da rotenona (ROT) e do extrato hexanico de S. mombin (EHSm) no tempo de

permanéncia na parte clara (A) e nimero de travessias (B) no teste claro/escuro. Os dados s&o apresentados como
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média + Erro padrdo da média £ E.P.M. n=12. Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de
comparac8es multiplas de Tukey.
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5.6 AVALIACAO DO EHSM SOBRE PARAMETROS OXIDATIVOS EM ENCEFALO DE
PEIXE-ZEBRA TRATADOS COM ROTENONA.

5.6.1 Peroxidacao lipidica (TBARS) e grupamentos sulfidrila (SH)

A figura 11 Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.mostra os efeitos de ROT (3
pg/L) e ROT + EHSm (5, 15 e 25 mg/L) no estado oxidativo do peixe-zebra. Os niveis de
TBARS (Figura 11-A) aumentaram significativamente no grupo ROT (134,6%; p<0,0001), e
essa alteracdo foi evitada por todas as doses de EHSm. Os niveis de sulfidrila aumentaram
significativamente no grupo ROT (61,3%; p=0.026), no entanto, apenas a maior concentracdo

do extrato (25 mg/L) reverteu o efeito (Figura 11-B).

Figura 11 - Efeitos de rotenona (ROT) e do extrato hexanico de S. mombin (EHSm) sobre os niveis de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS, A) e grupamentos sulfidrila (SH, B) no cérebro do peixe-zebra. Os dados

sdo apresentados como média + Erro padrao da média + E.P.M. n=6. Analise de Variancia (ANOVA) de uma via
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seguida pelo teste de comparag6es multiplas de Tukey. *p<0,05, ****p<0,0001 comparado ao grupo de controle,

#9<0,01, ¥###p<0,0001 comparado ao grupo ROT.
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5.6.2 Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes superédxido dismutase (SOD) e

catalase (CAT), niveis de glutationa (GSH) e atividade da glutationa transferase

(GST).

Para avaliar o efeito do extrato EHSm sobre a estrutura cerebral de peixe-zebra,
previamente tratada com rotenona, verificou-se a atividade das enzimas antioxidantes CAT (A),
SOD (B) e niveis de GSH (D) bem como os niveis de GST (C) previamente tratados com
rotenona (Figura 12). A exposicdo a ROT ndo interferiu na atividade da CAT quando
comparada ao grupo de controle. No entanto, EHSm (5, 15 e 25 mg/L) aumentou
significativamente a atividade da CAT em comparag¢do com o grupo de controle em 62,8; 110,1
e 132,9% (p<0,0001), respectivamente (Figura 12-A). ROT diminuiu a atividade de SOD em
52,5% (p<0,0001) em comparagao com o grupo de controle. EHSm (5, 15. e 25mg/L) foi eficaz
em restaurar a atividade desta enzima em relagdo ao grupo controle e induziu um aumento
significativo (144,8; 93,8 e 78,8%; p<0,0001, respectivamente) quando comparado ao grupo
ROT (Figura 12-B).

Os niveis de GSH (Figura 12-C) foram reduzidos em 26,9% (p=0,006) no grupo tratado
com ROT e 46,54% (p<0,0001) no grupo tratado com EHSm 5mg/L. O EHSm (25 mg/L)
produziu um aumento (62,3%; p<0,0001) nos niveis de GSH em rela¢do ao grupo ROT. A
atividade de GST aumentou 87,1% (p<0,0001) no grupo tratado com ROT e ROT + EHSm 5,
15 e 25 mg/L, além disso induziu reducdes estatisticas de 42,1 e 42,7% (p=0,0001) e 44,6%
(p<0,0001), respectivamente, quando comparado ao grupo de controle e 69,0; 69,4 e 70,4%

(p<0,0001) respectivamente em relagdo ao grupo ROT (Figura 12-D).



47

Figura 12 - Efeitos da rotenona (ROT) e do extrato hexanico de S. mombin (EHSm) sobre a atividade das enzimas
catalase (A) e superoxido dismutase (B), niveis de glutationa (C) e atividade de glutationa transferase (D) avaliados
em cérebro de peixe-zebra. Os dados sdo apresentados como média + Erro padrdo da média + E.P.M. n=6. Analise
de Variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de comparag6es multiplas de Tukey. **p<0,01, ***p<0,005,
****p<0,0001 comparado ao grupo controle, *##p<0,0001, comparado ao grupo ROT.
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5.6.3 Producdo de &nion superoxido (O2-) e atividade da oxidase de di-

hidronicotinamida-adenina fosfato de dinucleotideo (NADPH)

A Figura 13 mostra os efeitos de ROT (3 pg/L) e ROT + EHSm (5, 15 e 25 mg/L) na
producdo de O2- (Figura 13-A) e atividade de NADPH oxidase (Figura 13-B). A produgéo do
anion superdxido e a atividade da NADPH oxidase aumentaram significativamente no cérebro

do peixe-zebra tratado com ROT (89,1 e 109%, p=0,0004 e p=0,02, respectivamente).

O EHSm (5, 15 e 25 mg/L) reduziu estatisticamente em (43,3; 69,1 e 59,9% e p=0,0009,
p<0,0001 e p<0,0001, respectivamente) a producao do anion superoxido, e também reduziu de
forma significativa (61,8; 63,6 e 51,2% e p=0,005, p=0,004 e p=0,03, respectivamente) a
atividade da NADPH oxidase em relagéo ao grupo ROT.
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Figura 13 - Efeitos da rotenona (ROT) e do extrato hexanico de S. mombin (EHSm) na produgdo de superdxido
basal (A) e atividade de NADPH oxidase (B) avaliada em cérebro de peixe-zebra. Os dados séo apresentados como
média = E.P.M. n=6. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey. *p<0,05,
***<(0,005 comparado ao grupo controle, p<0,05, #p<0,01, ##p<0,005 comparado ao grupo ROT.
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5.7 AVALIACAO DO EHSM SOBRE RECAPTACAO DE DOPAMINA EM PEIXE-
ZEBRA EXPOSTO A ROTENONA

A Figura 14 mostra os efeitos de ROT (3 ug/L) e ROT + EHSm (5, 15 e 25 mg/L) sobre
o transportador de dopamina (DAT). A exposi¢cdo a ROT diminuiu significativamente a
atividade do DAT em 35,7% (p=0,03). O tratamento com EHSm (15 e 25 mg/mL) evitou a

inibicdo induzida pela rotenona na atividade DAT.
Figura 14 - Efeitos de ROT e EHSm na captacédo de L-[*H] dopamina no cérebro de peixe-zebra. Os dados sdo

apresentados como média + E.P.M. n=6. Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de

comparagGes multiplas de Tukey. *p<0,05 comparado ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO

O aumento da populacdo idosa tem levado a uma crescente incidéncia de doencas
neurodegenerativas, dentre elas a Doenca de Parkinson (DP). Estima-se que a DP afeta mais de
10 milhGes de individuos em todo mudo (HINDLE, 2010). A principal caracteristica
neuropatoldgica da DP, envolve a lesdo dos neurénios dopaminérgicos localizados na SNpc,
ocasionando uma reducdo dos niveis de dopamina no estriado, uma das estruturas cerebrais
responsavel pela funcdo motora, e o aparecimento de agregados proteicos (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003; AMMAL KAIDERY; THOMAS, 2018).

Diferentes modelos de inducéo de neurotoxicidade experimental com drogas podem ser
usados como 6-hidroxidopamina (6- OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina
(MPTP), paraquat (N, N'-dimetil-4,4'-bipiridinium) e rotenona para reproduzir os sintomas da
DP.

O modelo de 6-OHDA causa um fenétipo comportamental consistente nesses modelos
e degeneracdo previsivel em neurdnios dopaminérgicos, entretanto é incapaz de atravessar a
barreira hematoencefalica, necessitando ser injetado diretamente nas regides afetadas. Outro
ponto importante, é que o 6-OHDA ndo mimetiza perfeitamente a doenca de Parkinson, que
necessita da formacao de corpos de Lewy (SAUER E OERTEL, 1994; SCHOBER, 2004).

O MPTP é uma molécula lipofilica e seu mecanismo de morte celular € induzido pela
inibicdo MPP+ do complexo I na respiracdo mitocondrial. Isso resulta em rapida diminuicdo na
concentragéo de trifosfato de adenosina (ATP) no estriado e SN seguido por apoptose e necrose
dos neurdnios dopaminérgicos (SAYRE, 1989). Entretanto, 0 modelo de MTPT também carece
da mais importante caracteristica da DP que é a formacdo dos corpusculos de Lewy
(SCHOBER, 2004). Outra neurotoxina utilizada nos modelos experimentais, o paraquat, & um
pesticida, identificado como neurotdxico devido a semelhanga estrutural com o MPP+ (TIEU,
2011). O paraquat cruza a barreira hematoencefalica por meio de um transportador de
aminoacido neutro e, embora, tenha semelhanca estrutural com MPP+, ndo inibe o complexo
mitocondrial 1. Em vez disso, prejudica o ciclo redox da glutationa e da tioredoxina o que
representa caracteristicas patoldgicas da DP clinica. Dessa forma pode ser til para estudar os
estagios iniciais da doenga em comparagdo com outros modelos, devido ao fato do fenotipo de
DP se desenvolver cronicamente (PENG et al, 2007). A rotenona € conhecida pela sua alta

lipofilicidade e potente capacidade inibitéria do complexo | mitocondrial, especialmente alta
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afinidade com NADH desidrogenase (Subramaniam e Chesselet, 2013). Além disso, induz a
formacdo de inclusdes citoplasmaticas a-sinucleinas em neurdnios nigrais, conhecidos como
corpos de Lewy nos neurénios sobreviventes (JOHNSON e BOBROVSKAYA, 2015). Possui

também como vantagem o prego.

Embora a etiologia da DP seja multifatorial, estresse oxidativo, inflamacéo, agregacéo
de proteinas e apoptose parecem contribuir para a neurodegeneracdo, justificando a necessidade
de desenvolver moléculas que possam atenuar simultaneamente essas mudangas (GATT et al.,
2016; AARSLAND et al., 2018; LAKKAPPA et al., 2019).

As analises fitoquimicas realizadas no EHSm identificaram a presenca de compostos
fendlicos, bioflavonoides e tocoferol. A presenca de flavonoides e polifendis ja foi relatada para
0 extrato metanolico (SILVA et al., 2011; CABRAL et al., 2016). Além desses compostos a
presenca de esteroides, triterpenos, saponinas, taninos e glicosideos também foi identificada em
extratos metanolicos e hidroalcodlicos (NJOKU e AKUMEFULA, 2007; DOS SANTOS
SAMPAIOQ, et al., 2018; BRITO et al., 2018), bem como a rutina, um composto importante no
extrato hidroetandlico de S. mombin (SILVA et al., 2011). Parece razoavel considerar que 0s
compostos fendlicos tém uma contribuicdo importante para o efeito antioxidante do extrato
(PIETTA, 2000). Testes in vitro (DPPH, ABTS, CAT e poder redutor) confirmaram a atividade
antioxidante de S. mombin, também descrita por outros autores (SILVA et al., 2011; CABRAL
etal., 2016; e BRITO et al., 2018).

Até o momento, ndo ha estudos na literatura que demonstrem o efeito do EHSm no
peixe-zebra. Portanto, foi realizada a determinacdo da CLso que obteve uma concentragéo de
58,42 mg/L. Entretanto, DOS SANTOS SAMPAIO et al (2018) encontraram uma CLso = 49,86
mg/L do extrato hidroetanodlico das folhas de S. mombin em peixe-zebra, que estad proximo ao

valor estimado em nosso estudo.

O uso do teste de novel tank para avaliar indicadores locomotores relacionados a
ansiedade € comumente realizado em investigagdes com peixe-zebra (KYSIL et al., 2017; DOS
SANTOS SAMPAIO et al., 2018; REIS et al., 2019). O teste de atividade locomotora nédo
mostrou diferencgas significativas entre os grupos controle e rotenona na distancia percorrida e
no numero de travessias. No entanto, comportamentos ndo motores, comumente presentes na
DP, como ansiedade, também foram analisados (ZIEMSSEN e REICHMANN, 2007). O
mesmo tanque usado para medir a atividade de natacao também foi usado para observar o indice

de ansiedade, que foi determinado pelo tempo gasto na parte superior do tanque. Apés 4
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semanas de tratamento com rotenona, 0s peixes apresentaram redu¢do no nimero de entradas
e no tempo gasto no topo do aparato em comparagcdo aos peixes controle, sugerindo que a
rotenona altera o comportamento da atividade exploratoria do peixe-zebra. Nesse parametro,
também observamos que o grupo tratado com ROT + EHSm 25 mg/L n&o apresentou diferenca
significativa quando comparado ao grupo controle, sugerindo que o extrato atenuou 0s impactos
relacionados a ROT. O grupo ROT + EHSm (15 mg/L) apresentou uma reducdo no numero de
travessias, nimero de entradas e tempo na area superior do aparato NTT em relacdo ao grupo
controle. No entanto, deve-se notar que este grupo néo diferiu estatisticamente do grupo tratado
apenas com rotenona. Pode-se sugerir que esta concentracdo seja insuficiente para reestabelecer
este comportamento. Os nossos resultados estdo de acordo com os achados de Bretaud et al.

(2004) para a rotenona, pois ndo se observou alteracdo na atividade motora.

AGUIRRE-HERNANDEZ et al. (2016) demonstraram que a mistura de flavonoides,
composta por quercetina, isoquercitrina e rutina, foi identificada como parcialmente
responsavel pelos efeitos ansioliticos e sedativos de Tilia americana var. Mexicana com
participacdo GABAGérgica e serotoninérgica. DOS SANTOS SAMPAIO et al. (2018)
mostraram que o extrato etandlico da folha de S. mombin (25 mg/L) e o antidepressivo
fluoxetina (20 mg/kg) tiveram efeito semelhante na reversdo do comportamento semelhante a
depressdo em peixes-zebra induzidos por alcool, estresse leve e isolamento social no novo teste
de mergulho em tanque (tempo gasto no topo). Visto que o EHSm apresenta as substancias
citadas nestes estudos, pode-se sugerir que a atividade ansiolitica observada no teste
comportamental tenha uma relacdo com estas substancias. Talvez pelo fato destes metabolitos

possuirem acdo antioxidante.

A peroxidagéo lipidica, causada pela geragdo excessiva de radicais livres, incluindo
EROS, é considerada um evento crucial na etiopatogenia da DP (JAVED et al., 2019). Embora
ERQOS participe da neuro-regulacdo sinéptica envolvida no processo de aprendizagem e/ou
manutencdo da memoria, o desequilibrio de ROS estd intimamente ligado a processos

neurodegenerativos e deméncia (CASAS et al., 2020).

Na verdade, o cérebro é um 6rgdo naturalmente muito suscetivel ao estresse oxidativo,
devido ao alto uso de oxigénio, alto teor de &cidos graxos poliinsaturados e presencga de metais
de transicdo, como ferro e cobre (VALKO et al., 2007 ) A inibicao da peroxidacéo lipidica por
EHSm, observada pela reducdo dos niveis de TBARS e tiol total, sequido do aumento
expressivo das atividades de CAT, SOD e GST, e a consequente diminui¢do do teor de GSH,

podem sugerir uma agdo antioxidante efetiva do extrato e maior disponibilidade de glutationa.
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Os sistemas antioxidantes enzimaticos (SOD e CAT) e ndo enzimaticos (GSH) sao
importantes para a homeostase redox e a protecdo celular (NORDBERG e ARNER, 2001).
Niveis elevados de GST foram observados em nucleos estriados de individuos com DP
(SMEYNE et al., 2007). Além disso, com o aumento da enzima GST, ocorre diminui¢do da
glutationa no tecido, uma vez que a enzima catalisa, com o auxilio de GSH, os radicais livres
presentes no meio. Um estudo in vitro mostrou que o pré-tratamento com rutina (composto com
importante atividade antioxidante) evitou a perda de células SH-SY5Y e inibiu a formacéo de
EROS em um modelo de PD rotenona de PD (PARK et al., 2014). SHARMA et al. (2016)
demonstraram que o tratamento com rutina aumentou a atividade cerebral de SOD e niveis de
GSH em roedores. Além disso, flavonoides como a quercitrina, encontrados em quantidades
significativas, também podem ter contribuido para a atividade antioxidante do extrato de
EHSm, uma vez que apresentam importantes propriedades antioxidantes e protecéo contra a
peroxidacdo lipidica (HONG et al., 2013).

Um possivel efeito toxico do extrato, principalmente sobre o estado oxidativo, parece
improvavel, considerando que quase todas as respostas ao EHSm apresentaram caracteristicas
antagbnicas em relacdo as obtidas com a rotenona. Além disso, em caso de efeito toxico do
extrato, um efeito sinérgico com a rotenona nos parametros bioquimicos analisados seria mais

provavel.

No estudo atual, o EHSm foi capaz de prevenir mudancas causadas pela ROT nos niveis
de O> e NADPH oxidase. A isoforma Nox2 desempenha um papel importante na resposta
inflamatoria e tem sido considerada um importante alvo terapéutico para doencas inflamatorias
e também doencas musculares e neurodegenerativas, incluindo DP (CASAS et al., 2020). Gao
et al. (2003) demonstraram a capacidade da rotenona de induzir a neurodegenera¢ao por meio
da ativagdo da producdo de superoxido derivado de Noxz na microglia. A regulacéo positiva da
NADPH oxidase, incluindo a isoforma Nox2, um importante complexo enzimatico produtor de
superdxido, foi recentemente associada a patogénese da DP em pacientes humanos e modelos
animais, incluindo peixe-zebra (GLASS et al., 2010; WEAVER et al., 2015; PAL et al., 2016).
Alteracdes nos fatores imunologicos podem ndo apenas causar a morte de neurdnios
dopaminérgicos, mas também agravar a reacdo inflamatdria e continuar a ativar as células da
microglia, gerando radicais livres que podem reagir como macromoléculas bioldgicas, afetando
o0 equilibrio redox neuronal (LI et al., 2016). Consequentemente, a inibicdo das reacfes em

cascata da microglia poderia prevenir a degradacao neuronal (BURGUILLOS et al., 2011).



53

A captacdo de dopamina (DA) via transportador de dopamina (DAT) é o principal
mecanismo de regulacdo dos niveis extracelulares de DA em terminacGes nervosas
dopaminérgicas (BIRTWISTLE e BALDWIN, 1998). No peixe-zebra, 0s genes relacionados
ao DAT foram identificados anteriormente (HOLZSCHUH et al., 2001; BAI e BURTON,
2009).

Estudos demonstraram que a administracdo de rotenona pode interromper a distribui¢éo
e 0 metabolismo da dopamina (KARUPPAGOUNDER et al., 2013; PENG et al., 2017). Os
resultados do presente estudo mostram que o EHSm foi capaz de mitigar os efeitos da ROT na
atividade DAT. E possivel especular que essa acdo do extrato na captacdo da dopamina possa
contribuir para diminuir as consequéncias dos danos produzidos pela rotenona. Estudos
demonstram que a aplicacdo dos antioxidantes rutina e quercetina parecem proteger neurénios
dopaminérgicos dos efeitos da neurotoxina 6-hidroxidopamina, promovendo assim niveis
aumentados de dopamina estriatal e sobrevivéncia neuronal (HALEAGRAHARA et al., 2011;
KHAN et al., 2012). O tocoferol, apesar de descrito na literatura como um composto inibidor
de peroxidacdo lipidica, ndo parece ser um candidato em potencial para um possivel efeito
antioxidante em virtude de que recentes trabalhos ndo demostraram tal efeito (DIPASQUEALE
et al., 2020). Além disso, a quercetina, em um modelo de DP induzido por rotenona em
camundongos, aumentou a liberacdo de dopamina no corpo estriado e bloqueou a morte celular
programada em neurdnios negros (KARUPPAGOUNDER et al., 2013).
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7 CONCLUSAO

O conjunto dos resultados indica que o extrato hexanico das folhas de Spondias mombin
apresentou uma melhora significativa em relacdo ao dano oxidativo e comportamental
induzidos pela rotenona, proporcionando efeitos antioxidantes que provavelmente estdo
relacionados aos compostos fendlicos identificados neste extrato. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para identificacdo de um possivel composto terapéutico responsavel pelas
mudancas bioldgicas identificadas nas respostas anti-inflamatorias e ansioliticas, bem como os
efeitos dos processos de captacdo neuronal de dopamina, visando esclarecer os potenciais
beneficios do EHSm na atenuacéo das lesdes induzidas pela rotenona.
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ANEXO A -

CERTIFICADO COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

A UNIVERSIDADE COMUNITARIA DA RECIAO DE CHAPECO
(- _ PRO-REITORIA DE PESQUISA, INOVACAO E POS GRADUACAO
UNOCHAPECD COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMATS - CEUA
HERULTTEREL DT S TER Tt

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo mtitulade “Awvahagio da possivel atividade neuroprotetora do
extrato de folha de Spondias mombin em modele de Parkmson induzido por rotencna em peixe-
zebra.” protocolo n® 0122020, sob a responsabilidade de Jacr Dial Magro que envelve a produgiio/
mamitengio efon utlizagio de amimais pertencentes ao filo Chordata, subfilo vertebrada (exceto
homemn), para fins de ensine e pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
o® 11.794 de oito de outubro de 2008, do Decreto o° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Expermmentaciio Amimal (CONCEA), e fi
APROVADO pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade
Comunitiria da Regido de Chapeco (UNOCHAPECO), em 24/09/2020.

Fmalidade () Ensino (%) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizacio | 01/04/2016 a 20/12/2020

EspécieLinhagemPaca  |Peixe-zebra ou zebrafish; (Danio rerio)

N" de animais 58

Peso/Tdade 400 — 500 mg; 4

Sexo Indefinida

Origem Estabelecimento comercial Mundo Azul

Prof® Lilian Caroline Bohnen
Coordenadora da CEUA-Unochapeco
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